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1. Le patologie mitocondriali 
 
1.1 I mitocondri 
I mitocondri sono organelli citoplasmatici a doppia membrana, filamentosi o granulari, di circa 1 
µm presenti in tutte le cellule animali e vegetali e nei protozoi, nonché nelle alghe e nei funghi 
in quantità variabile, da varie centinaia a un migliaio. Si ritiene che i mitocondri attuali derivino 
da procarioti primordiali capaci di effettuare la respirazione, incorporati stabilmente come 
“endosimbionti” nelle cellule eucariotiche ancestrali incapaci di respirazione. La membrana 
esterna è permeabile a piccole molecole e ioni, la membrana interna formante le creste risulta 
impermeabile alla maggior parte delle piccole molecole e agli ioni, compresi i protoni, e 
contiene i complessi della catena respiratoria, l’ATP – ADP traslocasi e altri trasportatori di 
membrana. Lo spazio delimitato dalla membrana interna è detto matrice mitocondriale e 
contiene il complesso della piruvato-deidrogenasi, gli enzimi dell’acido citrico, gli enzimi della β-
ossidazione degli acidi grassi, DNA, ribosomi, ATP, ADP, ioni ed enzimi. Poiché i mitocondri 
hanno il ruolo di centrali energetiche cellulari in genere i tessuti metabolicamente attivi sono 
quelli che ne contengono il maggior numero. In media i mitocondri occupano circa il 30% del 
volume citoplasmatico e possono trovarsi isolatamente come organelli discreti o come rete 
interconnessa. Proteine mitocondriali per la fissione e la fusione regolano gli stati differenti 
dell’organizzazione citoplasmatica. I mitocondri sono la sede del ciclo dell’acido citrico, 
dell’ossidazione degli acidi grassi e della fosforilazione ossidativa, processi che, in condizioni 
aerobiche, producono la maggior parte dell’energia utilizzata dalla cellula. Tra tutte queste 
funzioni è cruciale la generazione di ATP attraverso la catena di trasporto elettronico e il 
sistema della fosforilazione ossidativa, ovvero la respirazione cellulare (Figura 1). Oltre a 
produrre energia chimica, i mitocondri svolgono un ruolo rilevante nel metabolismo dei lipidi e 
dei fosfolipidi. Partecipano, insieme al reticolo endoplasmatico liscio, alla biosintesi degli 
ormoni steroidei ed è stato attribuito loro un ruolo essenziale nella gluconeogenesi e nel 
metabolismo degli amminoacidi. Inoltre, i mitocondri sono coinvolti nei meccanismi che 
presiedono alla morte cellulare programmata (apoptosi) e alla senescenza cellulare. Sono 
inoltre considerati come dei grossi serbatoi capaci di accumulare e concentrare varie sostanze. 
Il fenomeno più rilevante è rappresentato dall’accumulo di cationi (Na+, K+, Mg++ e soprattutto 
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Ca++) all’interno della matrice. Gli ioni Ca++ possono concentrarsi nei mitocondri fino a 
superare di centinaia di volte i valori normali, formando talora depositi cristallini di fosfato di 
calcio. La capacità dei mitocondri di concentrare ioni Ca++ nella matrice mitocondriale 
contribuisce a mantenere molto bassa la concentrazione citoplasmatica di questo ione 
(inferiore a 10–7 M) permettendo in questo modo di regolare vari aspetti della funzione cellulare. 
 
Figura 1. Catena della fosforilazione ossidativa. La fosforilazione ossidativa (OXPHOS) è una fase della respirazione 
cellulare che avviene a livello delle creste mitocondriali, ossia dei ripiegamenti della membrana interna. Essa 
consiste nel trasferimento degli elettroni dell’idrogeno del NADH attraverso i quattro complessi della catena 
respiratoria fino all’ossigeno, che rappresenta l’accettore finale. Il passaggio degli elettroni comporta la liberazione 
d’energia che viene immagazzinata nei legami di 36 molecole di adenosindifosfato, ADP, tramite il legame di gruppi 
fosfato e la sintesi di molecole di ATP. La sintesi di tali molecole è operata dall’enzima ATP sintetasi, la quale 
attraverso un processo di chemiosmosi sfrutta l’energia liberata da un flusso di ioni idrogeno H+ che si spostano 
attraverso la membrana del mitocondrio secondo il loro gradiente di concentrazione. Complesso I (NADH 
deidrogenasi): è’ una flavoproteina complessa contenente più di 25 catene polipeptidiche. L’intero complesso che 
è immerso nella membrana mitocondriale interna, è orientato con il sito che lega il NADH rivolto verso la matrice, 
in modo da poter interagire con il NAD prodotto dalle diverse deidrogenasi presenti in questo compartimento 
mitocondriale. Complesso II (succinato deidrogenasi): è il solo enzima del ciclo dell’acido citrico ad essere legato 
alla membrana mitocondriale interna. Anche se è più piccolo del complesso I contiene due tipi di gruppi prostetici 
e almeno quattro proteine diverse. Complesso III (ubichinone citocromo c ossidoreduttasi): contiene i citocromi 
b562 e 566, c1, una proteina ferro-zolfo ed almeno altre sei subunità proteiche. Queste proteine sono 
asimmetriche sulla membrana interna: mentre il citocromo b attraversa a tutto spessore la membrana, il 
citocromo c1 e la proteina ferro-zolfo giacciono sulla superficie esterna della membrana. Il complesso III funziona 
come una pompa protonica che crea un gradiente protonico rilasciando gli H+ rilasciati dall’ubichinone ossidato 
nello spazio transmembrana. Complesso IV (citocromo ossidasi): è costituito dai citocromi a e a3 legati a regioni 
diverse della stessa proteina; contiene inoltra due ioni rame Cu A e B che partecipano al trasferimento di elettroni 
all’ossigeno. Il complesso IV è anch’esso una pompa protonica che trasporta H+ dalla matrice allo spazio 
intermembrana. Complesso V o ATP sintetasi: è il complesso enzimatico che sintetizza l’ATP nella membrana 
interna dei mitocondri. È composta di due subunità: F0 e F1, entrambe proteine oligomeriche. F0 è situata nella 
membrana interna e contiene un canale attraverso cui i protoni fluiscono verso F1. F0 contiene tre subunità a, b e 
c: quest’ultima assume una forma a ciambella sul piano della membrana. Si ritiene che ciascuna subunità passi 




1.2 Il DNA mitocondriale 
 
Ciascuna cellula umana (salvo poche eccezioni) contiene da una a diverse centinaia di 
mitocondri, ciascuno caratterizzato, a seconda del tipo cellulare, da un numero variabile di 
copie di DNA mitocondriale (mtDNA). L’alto numero di copie risultanti fa sì che, nonostante le 
piccole dimensioni, il genoma mitocondriale possa arrivare a costituire fino allo 0.3% dell’intero 
DNA cellulare. Il DNA mitocondriale è localizzato nella matrice mitocondriale, lo spazio 
delimitato dalla membrana mitocondriale interna, ancorato al suo versante interno e 
organizzato in strutture discrete denominate nucleoidi. 
Il DNA mitocondriale umano è una molecola circolare a doppia elica costituita da circa 16569 
coppie di basi (Anderson et al, 1981). I due filamenti che la compongono sono chiamati H 
(filamento pesante ricco di residui guaninici) e L (filamento leggero ricco di residui citosinici). 
Le dimensioni ridotte e l’alto numero di copie hanno consentito di determinarne la sequenza 
già nel 1981 (Anderson et al, 1981) e di studiarne approfonditamente l’organizzazione. In 
seguito, vari studi di sequenziamento hanno permesso di correggere gli errori originari e di 
ottenere una sequenza più aggiornata. 
 
                                              
Figura 2. DNA mitocondriale umano. Mappa del DNA mitocondriale umano. Sono indicati i 37 geni codificati dalla 
molecola, 13 dei quali codificano per le subunità proteiche della catena respiratoria, in particolare per i complessi 
I, III, IV e V. Il complesso II è interamente codificato dal DNA nucleare. È possibile notare la disposizione 
punteggiata dei 22 tRNA, fondamentale per il processamento dell’RNA policistronico derivato dal processo di 
trascrizione della molecola. È indicato inoltre la regione non codificante del D-loop dove si localizzano i siti multipli 




A differenza del genoma nucleare, quello mitocondriale è privo di introni, le sequenze 
intergeniche sono scarse e brevi e talvolta le regioni codificanti si sovrappongono alle 
estremità. 
Il DNA mitocondriale codifica per 13 componenti proteiche, tutte coinvolte nel processo di 
produzione di ATP attraverso la OXPHOS, 2 RNA ribosomali (rRNA 12S e 16S) e 22 RNA di 
trasporto (tRNA) necessari e sufficienti per la traduzione del messaggio informazionale del 
mtDNA. I geni che codificano le subunità della OXPHOS sono ripartiti tra il DNA mitocondriale e 
il DNA nucleare. Le proteine codificate da quest’ultimo vengono riconosciute grazie alla 
presenza di una sequenza leader all’estremità N-terminale e trasportate nei mitocondri. 
Il DNA mitocondriale costituisce un’eccezione all’universalità del codice genetico. Nei 
mammiferi molti cambiamenti riguardano codoni coinvolti nell’inizio o nella terminazione della 
sintesi proteica. I codoni AGA e AGG sono entrambi letti come segnali di terminazione invece 
che come codoni per l’arginina; il codone AUA è letto come codone per la metionina e non per 
l’isoleucina. L’unica modifica comune a tutti i DNA mitocondriali, è che il codone UGA ha lo 
stesso significato di UGG e quindi codifica per il triptofano invece che essere un codone di stop.  
La replicazione delle molecole di mtDNA avviene a partire da due diverse origini, che si trovano 
rispettivamente sul filamento pesante (OH) e sul filamento leggero (OL). 
Secondo il modello tradizionale di Clayton la replicazione inizia con la sintesi della catena 
pesante a partire da vari punti precisi all’interno del D-loop. L’allungamento della catena 
nascente porta al distacco dei due filamenti, finché non viene scoperta l’origine di replicazione 
del filamento leggero; a questo punto può aver inizio anche la replicazione di quest’ultimo che 
avviene in direzione opposta (Clayton, 1982). 
La replicazione ha inizio sul filamento pesante dall’origine OH utilizzando un innesco a RNA 
generato dalla trascrizione del filamento leggero. Quest’ultimo infatti viene tagliato da una 
RNAsi codificata nel nucleo in alcune posizioni specifiche ben conservate ed il risultante 3′-OH 
viene utilizzato dalla DNA polimerasi γ come primer per sintetizzare un DNA 7S che termina alla 
sequenza associata alla terminazione (TAS), situata all’estremità della regione di controllo. 
La sequenza TAS si lega ad un fattore specifico in grado di regolare le pause nella replicazione. 
Questa regione neosintetizzata espone il filamento pesante parentale in modo da creare l’ansa 
D (displacement loop). 
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All’interno del D-loop esistono numerosi siti di origine per il filamento H, ma solo alcune di 
queste catene nascenti vengono effettivamente estese per dare una replicazione completa. La 
maggior parte va invece a costituire il DNA 7S. Fish e collaboratori hanno evidenziato l’esistenza 
di una nuova origine nella posizione 57, che sembrerebbe essere la “vera” origine di 
replicazione, poiché nessuno dei filamenti nascenti da questa posizione termina 
prematuramente (Fish et al, 2004). 
La trascrizione a partire dai promotori mitocondriali produce degli RNA policistronici, che 
contengono tutte le informazioni genetiche codificate da ciascun filamento. Questi trascritti 
primari vengono poi processati per produrre singole molecole di mRNA, rRNA e tRNA (Clayton 
et al, 1991). Esiste un solo sito iniziale di trascrizione per la catena leggera da cui origina un 
lungo trascritto destinato a produrre l’mRNA per la subunità ND6 e gli otto tRNA codificati da 
questa catena (Attardi, 1986). La trascrizione della catena pesante coinvolge, invece, due siti 
estremamente ravvicinati che danno luogo ad altrettanti tipi di trascritti, sintetizzati in 
proporzioni diverse. Il promotore situato più a monte (H1), il più attivo, è localizzato 16bp 
prima del tRNAPhe ed è deputato alla sintesi degli rRNA e di due tRNA (tRNAPhe e tRNAVal) in 
forma di un trascritto che termina al confine tra il 3’ del gene per l’rRNA 16S ed il gene per il 
tRNALeu(UUR). Il promotore situato più a valle (H2), funzionalmente meno attivo, si localizza al 5’ 
del gene per l’rRNA 12S e controlla la sintesi di un enorme trascritto policistronico che 
comprende tutti gli altri tRNA e gli mRNA codificati dal filamento H. Ogni proteina e ogni rRNA è 
immediatamente fiancheggiata da almeno un gene per i tRNA. L’escissione delle molecole di 
tRNA è necessario per produrre molecole di rRNA e mRNA mature. Il folding dei tRNA 
probabilmente rappresenta un substrato idoneo al riconoscimento e al taglio ad opera 
dell’RNasi P mitocondriale e di altre RNasi non identificate. La trascrizione del genoma 
mitocondriale prevede la presenza di una RNA polimerasi mitocondriale (POLRMT) formata da 
una sola subunità, che viene sintetizzata nel citoplasma e poi successivamente importata nei 
mitocondri. POLRMT da sola non è in grado di riconoscere il promotore e richiede perciò 
l’assistenza del fattore di trascrizione mitocondriale A (TFAM) e di uno dei due fattori di 
trascrizione mitocondriale B (TFB1M e TFB2M) (Falkenberg et al, 2002; McCulloch et al, 2002). 
TFAM può legare, svolgere e piegare il DNA introducendo alterazioni strutturali specifiche nella 
molecola del mtDNA (Fisher et al, 1992). È ragionevole pensare che il riconoscimento del 
promotore e l’inizio della trascrizione avvenga secondo questa modalità: TFAM legherebbe e 
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piegherebbe l’mtDNA introducendo uno svolgimento parziale nella sequenza del promotore; 
questo permetterebbe a TFB2M di legarsi al ssDNA, reclutando sul promotore la POLMRT ed 
evitando la formazione di eterodimeri RNA/DNA che bloccherebbero la trascrizione sul 
promotore. L’interazione con TFB2M o con TFB1M da parte di TFAM contribuirebbe quindi a 
richiamare in sede il macchinario della trascrizione mitocondriale (McCulloch et al, 2003). Ci 
sono tre unità trascrizionali mitocondriali (quella che inizia su H1, quella su H2 e quella su LSP), 
ma solo l’unità che viene avviata a partire da H1 presenta un sito di terminazione ben stabilito, 
localizzato alla fine dell’rRNA 16S. La terminazione della trascrizione in questo sito richiede 
l’attività di uno specifico fattore di terminazione della trascrizione, chiamato mTERF 
(Fernandez-Silva et al, 1997). Per quanto riguarda il sito di terminazione per il trascritto H2, ne è 
stato identificato uno immediatamente a monte del gene per il tRNAPhe. Due proteine di 45 e 70 
kDa sono state associate a questa regione ma la loro identità non è stata ancora chiarita 
(Camasamudram et al, 2003). La terminazione della trascrizione sul filamento L non è stata 
ancora studiata in dettaglio, è noto però che la sintesi di questo trascritto più breve, 
comprendente gli rRNA, abbia un tasso di trascrizione venticinque volte superiore rispetto 
all’altro trascritto policistronico, comprendente l’intera lunghezza del genoma. In questa 
maniera il pool di rRNA viene arricchito a spese degli mRNA. Questo tipo di trascrizione è 
coerente con il maggior fabbisogno di molecole di rRNA 12S e 16S durante la sintesi proteica 
(Fernandez-Silva et al, 2003). 
L’apparato di traduzione mitocondriale umano comprende ribosomi specifici, 22 specie di tRNA, 
un gruppo di aminoacil-tRNA sintetasi specifiche e fattori di iniziazione e di allungamento. I 
ribosomi 55S sono costituiti da una subunità 39S e da una subunità 28S, che contengono 
rispettivamente rRNA 16S e 12S, codificati dal mtDNA, e vari tipi di proteine codificate dal 
nucleo. Gli rRNA mitocondriali si differenziano da quelli nucleari per alcune peculiarità: sono 
metilati, sono più piccoli di quelli citoplasmatici o batterici ed hanno una corta coda di poliA 
all’estremità 3’. Anche i tRNA mitocondriali hanno caratteristiche strutturali e funzionali che li 
distanziano da quelli nucleari: hanno dimensioni minori (59-75 nucleotidi), hanno il “loop DHC” 
estremamente variabile ed in alcuni casi assente (tRNASer(AGY)) (Arcari e Brownlee, 1980), sono 
soggetti ad un numero inferiore di modificazioni post-trascrizionali, alcune delle quali peculiari 
dei tRNA mitocondriali (es. la metilazione di residui di taurina in posizione U34 del tRNALeu(UUR) e 
del tRNALys). Inoltre, come descritto in precedenza, funzionano anche come segnali per lo 
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spezzettamento dei nastri policistronici ed alcuni di essi contengono sequenze di regolazione 
che legano fattori specifici (es. mtTERF). 
È stato provato come l’espressione dei geni codificati dall’mtDNA sia costitutiva (Attardi e 
Schatz, 1988). Tuttavia, nei mammiferi sono stati riportati casi in cui si sono verificati 
cambiamenti nei livelli di espressione degli mRNA, relativamente all’invecchiamento 
(Fernàndez-Silva et al, 1991), alla richiesta energetica (Martin et al,1993) o ai livelli ormonali 
(Weber et al, 2002). La variabilità della richiesta energetica tra i vari tipi cellulari e nelle diverse 
condizioni fisiologiche influisce sulla biogenesi mitocondriale, il cui sistema di controllo, che non 
è stato ancora completamente chiarito, richiede la partecipazione e la coordinazione dei 
genomi nucleare e mitocondriale. I geni nucleari codificano per due tipi di fattori: attivatori e 
co-attivatori. Gli attivatori sono fattori di trascrizione (es. NRF1, NRF2, Sp-1, CREB etc) mentre i 
co-attivatori sono fattori nucleari (es. PGC1, PRC) che interagiscono con i fattori di trascrizione 
legati al DNA ed intervengono nella regolazione dell’espressione genica in risposta a segnali 
fisiologici, termici e nella proliferazione cellulare (Wu et al, 1999; Andersson and Scarpulla, 
2001; Carmona et al, 2002). I siti di riconoscimento per NRF1, NRF2 e Sp1 si trovano in 
corrispondenza di molti geni nucleari che codificano per subunità della catena respiratoria, 
fattori di trascrizione e replicazione mitocondriali, enzimi coinvolti nella via biosintetica 
dell’eme ed implicati nel processo di importazione delle proteine all’interno del mitocondrio 
(Scarpulla, 1997; 2002). 
La distruzione del principale processo energetico cellulare, la fosforilazione ossidativa, dà 
origine ad un numeroso e variegato gruppo di patologie multi-sistemiche conosciute con il 
termine di mitocondriopatie. Sebbene le malattie mitocondriali possano colpire qualunque 
organo, più spesso interessano il muscolo ed il cervello data la maggiore richiesta energetica di 
questi tessuti, specialmente durante lo sviluppo. Per questo motivo, le malattie mitocondriali 




La classificazione delle malattie mitocondriali riflette una caratteristica peculiare del sistema 
della fosforilazione ossidativa, ovvero quella di essere costituita da proteine codificate da due 
diversi sistemi genetici, il genoma mitocondriale e il genoma nucleare. Un primo gruppo di 
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malattie è caratterizzato dalla presenza di mutazioni del mtDNA, a trasmissione materna o a 
insorgenza sporadica. Un secondo gruppo è causato da mutazioni in geni nucleari che fanno 
parte o controllano la fosforilazione ossidativa (OXPHOS) e la corretta funzionalità 
mitocondriale. Queste malattie sono a volte classificate sulla base delle sole alterazioni 
biochimiche rilevate dall'analisi dei tessuti affetti (soprattutto il muscolo scheletrico), perché i 
geni responsabili risultano ancora sconosciuti. L'enorme eterogeneità clinica, biochimica e 
molecolare di queste patologie spiega perché solo il 50% circa delle malattie mitocondriali 
definite sul piano clinico-biochimico, siano diagnosticate geneticamente. Negli ultimi anni 
numerosi progressi sono stati compiuti in questo campo grazie all’introduzione di nuove 
tecnologie (Next generation sequencing, NGS) che offrono la possibilità di analizzare 
rapidamente e a basso costo un gran numero di sequenze di DNA. Questo ha portato 
all’identificazione di numerosi geni nucleari associati a patologie mitocondriali, consentendo di 
ampliare e migliorare l’offerta diagnostica a pazienti e famiglie. 
1.3.1 Mutazioni a carico del DNA mitocondriale 
 
L’identificazione di mutazioni del mtDNA ha aperto un capitolo fondamentale nella 
comprensione della patologia mitocondriale. Nel 1988, Holt e collaboratori (Holt et al, 1988) 
descrissero la prima delezione del DNA mitocondriale e nello stesso anno fu identificata la 
prima mutazione puntiforme del mtDNA a carico del gene ND4 (Complesso I) in numerosi 
pazienti con “neuropatia ottica ereditaria di Leber” (LHON). Ad oggi sono conosciute un gran 
numero di mutazioni patogene a carico del mtDNA, la metà delle quali coinvolgono i geni non 
codificanti i tRNA. Alcune mutazioni sono state identificate in molte famiglie, mentre altre sono 
state osservate solo in rari casi e possono essere specifiche di famiglie occasionali. 
Normalmente il genotipo mitocondriale di un individuo è composto da una singola specie di 
mtDNA, condizione nota come omoplasmia. Tuttavia, la tendenza intrinseca del mtDNA a 
mutare casualmente può determinare, in modo occasionale, una condizione transitoria nota 
come eteroplasmia, nella quale coesistono genomi “wild-type” e mutati. 
1.3.2 Mutazioni eteroplasmiche: l’effetto soglia 
 
Le mutazioni e/o delezioni a carico del mtDNA sono, solitamente, eteroplasmiche e le 
conseguenze sulla funzione respiratoria cellulare sono gravi quando la percentuale di molecole 
di mtDNA mutato supera un valore soglia, che sarà tanto minore quanto maggiore è il 
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fabbisogno energetico del tessuto. La diversa percentuale di molecole di mtDNA mutato nei 
diversi tessuti può spiegare, in parte, la variabile penetranza delle mutazioni mitocondriali e 
l’estrema eterogeneità clinica di queste patologie. Resta comunque da chiarire la diversa 
sensibilità tissutale che si osserva nelle mutazioni eteroplasmiche che causano 
l’encefalomiopatia mitocondriale associata ad acidosi lattica e sindrome stroke-like (MELAS, 
Sproule and Kaufmann, 2008) o l’epilessia mioclonica con ragged red fiber (MERRF, Wu et al, 
2010). La mutazione m.8993T>G sul gene codificante la subunità enzimatica ATP6 è un 
eccellente esempio del fenomeno dell’effetto soglia e dell’importanza del livello di 
eteroplasmia nel determinare il fenotipo patologico espresso dai pazienti. La NARP (neuropatia, 
atassia, retinite pigmentosa) e la MILS (Sindrome di Leigh ad ereditarietà materna, 
un’encefalopatia infantile) sono entrambe patologie dovute a questa mutazione. Quando il 
paziente presenta un’eteroplasmia del 70% circa, l’espressione clinica è rappresentata dalla 
NARP, mentre per valori superiori di eteroplasmia (circa 90%), insorgono complicazioni come la 
sindrome del “bambino flaccido” e la sindrome di Leigh (Rojo et al, 2006). 
1.3.3 Mutazioni omoplasmiche: il problema della penetranza 
 
Accanto alle mutazioni eteroplasmiche, sono state identificate mutazioni omoplasmiche 
associate a patologie prevalentemente ma non esclusivamente tessuto-specifiche quali la 
neuropatia ottica di Leber (LHON) (Wallace et al, 1988), la cardiomiopatia ipertrofica 
mitocondriale (Taylor et al, 2003; Perli et al, 2012) e la sordità neurosensoriale (Prezant et al, 
1993). Pur nella diversità della loro determinazione genetica, in tali patologie la penetranza 
della malattia è incompleta e l’espressività clinica, in termini di gravità dei sintomi, può essere 
molto variabile. Il difetto genetico, sebbene presente in tutte le cellule dell’organismo, si 
manifesta in modo selettivo, colpendo anche una singola categoria di cellule ma non solo; 
nell’ambito di intere famiglie portatrici della mutazione solo alcuni individui manifestano un 
fenotipo patologico. 
1.3.4 Mutazioni a carico del DNA nucleare 
 
Come già indicato in precedenza, oltre il 90% delle proteine mitocondriali sono espressione di 
geni nucleari. Infatti, una serie di funzioni all’interno del mitocondrio deriva direttamente o 
indirettamente da proteine nucleari, ad esempio l’assemblaggio della catena respiratoria e la 
replicazione. Tuttavia, le patologie causate da mutazioni in questi geni coinvolti nel 
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funzionamento e assemblaggio delle subunità enzimatiche della catena respiratoria sono 
attualmente ancora poco note. Le recenti ricerche riguardanti le malattie neurodegenerative 
ereditarie confermano che un gran numero di quest’ultime derivano dalla mutazione di 
proteine codificate nel nucleo. 
Disfunzioni nei fattori nucleari necessari per l’assemblaggio della catena sono stati associati a 
varie malattie, tra cui la sindrome di Leigh. Alterazioni dell’apparato replicativo del DNA 
mitocondriale possono essere fonti di duplicazioni o delezioni e causare neuropatie ottiche. 
 
1.4 Clinica, epidemiologia e terapie 
Le malattie mitocondriali possono manifestarsi a qualsiasi età, con una maggiore incidenza 
nell’età dello sviluppo puberale dovuta al maggior consumo energetico.  
Nei neonati queste malattie possono manifestarsi sotto forma di grave anemia oppure con 
disfunzioni del pancreas, del cuore, dei reni o con alterazioni dei muscoli. Nell'infanzia possono 
esordire con rallentamento o arresto della crescita, danni renali, atrofia ottica, sordità e 
disfunzioni endocrine come il diabete. Nell'adulto i sintomi più ricorrenti sono rappresentati 
l'intolleranza allo sforzo e il facile affaticamento.  
Da quanto sopradescritto, appare evidente come le malattie mitocondriali siano clinicamente 
variabili e perciò difficili da diagnosticare. Spesso richiedono il concorso di diversi specialisti: il 
neurologo, il pediatra, il cardiologo, il medico di laboratorio, il genetista. In genere, una 
patologia mitocondriale deve essere sospettata in tutti i pazienti che presentino 
un'associazione di segni di coinvolgimento del sistema nervoso centrale e periferico associato 
ad un interessamento multiorgano, con un decorso progressivo.  
In alcuni individui, il quadro clinico è caratteristico di una specifica disfunzione mitocondriale e 
la diagnosi può essere confermata tramite il test del DNA. 
In molti individui è necessario ricorrere ad un approccio più complesso, che comprende: 
1. l’analisi dell’albero genealogico (con particolare attenzione ai soggetti di sesso 
femminile, visto che il DNA mitocondriale è di esclusiva eredità materna); 
2. la misurazione della concentrazione di acido lattico (che si va gradualmente ad 




3. la biopsia muscolare per analisi istologiche; 
4. l’analisi molecolare della sequenza del mtDNA, qualora sia sospettabile una 
mutazione a livello del genoma mitocondriale. 
L’incidenza delle malattie mitocondriali è fortemente sottostimata sia a causa della difficoltà 
nel riconoscimento e nella diagnosi che a causa della gravità della maggior parte di esse, che 
spesso non consentono il raggiungimento della vita extra-uterina.  
La prevalenza minima dei pazienti adulti affetti da una patologia mitocondriale è di 12,5 su 
100000 individui (Gorman et al, 2015), considerando sia le mutazioni che insorgono a livello del 
DNA nucleare (nDNA) che quelle a carico del DNA mitocondriale. Studi sulla prevalenza hanno 
dimostrato che le mitocondriopatie dovute a mutazioni del mtDNA coinvolgono 9.2 adulti su 
100000 di età inferiore a 65 anni (McFarland et al, 2010). 
Le malattie mitocondriali rappresentano una sfida aperta per la ricerca, poiché ad oggi non è 
stata identificata alcuna terapia efficace. Tra le molecole potenzialmente benefiche, alcuni studi 
stanno testando la capacità antiossidante dell’idebenone e la sua efficacia sulle mutazioni del 
complesso I che causano la neuropatia ottica di Leber (Klopstock et al, 2011). Strategie 
alternative includono molecole attrivatrice della biogenesi mitocondriale oppure ad azione anti-
apoptotica; tuttavia tutti gli approcci restano di tipo sperimentali (Cwerman-Thibault et al, 
2011). La difficoltà nell’individuare una possibile terapia deriva anche dalla scarsità di modelli 
animali in grado di riprodurre la mutazione del mtDNA (Cwerman-Thibault et al, 2011). 
1.4.1 Il modello delle cellule staminali pluripotenti indotte  
I meccanismi patogenetici alla base dei disturbi mitocondriali rimangono in gran parte ancora 
sconosciuti soprattutto per la mancanza di modelli cellulari e murini in grado di rappresentare 
la fisiopatologia determinata da mutazioni a carico del mtDNA.  La tecnologia delle cellule 
staminali pluripotenti indotte (iPSCs) ha aperto a nuove strategie rivoluzionando il campo dei 
modelli cellulari utilizzati nella ricerca biomedica (Takahashi & Yamanaka, 2006; Takahashi et al, 
2007). Le iPSCs sono cellule somatiche con caratteristiche simili alle cellule staminali embrionali 
(ES), ovvero la capacità di auto-rinnovarsi e la possibilità di differenziare in tutti i tessuti dei tre 
foglietti germinali embrionali (Hanna et al, 2010). Inoltre, possono essere generate da campioni 
facilmente reperibili quali biopsie cutanee o campioni di sangue. Grazie a queste caratteristiche 
il loro utilizzo ha permesso di effettuare importanti passi avanti nell’ambito di malattie 
neurodegenerative e cardiache (Matsa et al, 2014; Peitz et al, 2013).  
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Negli ultimi anni la tecnologia delle cellule staminali ha assunto un ruolo rilevante anche 
nell’ambito delle patologie mitocondriali. Differenti gruppi di ricerca, infatti, hanno generato 
iPSCs partendo da pazienti affetti da differenti patologie mitocondriali, inclusi pazienti affetti da 
sindrome MELAS e sindrome MERRF (Cherry et al, 2013; Hämäläinen et al, 2013; Chou et al, 
2016). Questi studi hanno dimostrato come le iPSCs oltre ad essere in grado di differenziare in 
cellule adulte quali i neuroni, mostrano una segregazione bimodale del mtDNA mutato dopo la 
riprogrammazione generando cellule con alti livelli di mutazione e cellule di controllo 
isogeniche (Hämäläinen et al, 2013).  Queste cellule si stanno dimostrando un valido strumento 
per lo studio dei meccanismi alla base delle malattie mitocondriali e per testare potenziali 
agenti terapeutici.  
 
1.5 Il ruolo delle aminoacil-tRNA sintetasi nella penetranza nelle mutazioni mitocondriali 
 
Per facilitare la scoperta di una possibile terapia per i pazienti con mutazioni nei tRNA 
mitocondriali è necessario chiarire i meccanismi che ne regolano la penetranza. Mentre nel 
caso delle mutazioni eteroplasmiche il fenotipo è più facilmente associabile ai livelli di 
mutazione, nel caso delle mutazioni omoplasmiche, l’estrema variabilità del fenotipo clinico e la 
tessuto-specificità suggerisce la presenza di fattori nucleari che agiscono da modulatori (Carelli 
et al, 2003). 
I fattori nucleari associati alla biogenesi dei tRNA mitocondriali e alla traduzione sono molteplici 
e di alcuni non è ancora chiara la funzione. Tra questi, un ruolo fondamentale è svolto dalle 
aminoacil-tRNA sintetasi (aARSs) (Suzuki et al, 2011), enzimi deputati al legame di ciascuno dei 
20 amminoacidi con l’anticodone veicolato dal tRNA cognato. La reazione di aminoacilazione si 
articola in due fasi: inizialmente si ha attivazione degli amminoacidi tramite ATP con formazione 
di aminoacil-adenilato, un prodotto intermedio che viene legato all’estremità 3’ del tRNA per 
ottenere il complesso aminoacil-tRNA vero e proprio. Nelle cellule umane esistono sintetasi 
specifiche per il citoplasma, per i mitocondri o per entrambi in base al compartimento nel quale 
sviluppano la loro attività catalitica. 
L’accuratezza della reazione di aminoacilazione consente una corretta sintesi proteica. In base 
alla loro struttura e al meccanismo di legame le aARSs sono differenziabili in due classi (I e II) 
che a loro volta vengono suddivise in sottoclassi che condividono caratteristiche strutturali e 
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funzionali (Francklyn et al, 1997). Tutte le sintetasi, infatti, presentano un dominio catalitico e 
un dominio di riconoscimento dell’anticodone entrambi necessari per la reazione di 
aminoacilazione e l’identificazione delle molecole di tRNA specifiche per ogni amminoacido. 
Inoltre, per garantire una corretta traduzione, le aaRSs sono dotate di un dominio aggiuntivo in 
grado di deacilare gli amminoacidi errati e prevenire, dunque, errori durante la sintesi proteica.  
Negli ultimi anni sono state descritte mutazioni a carico dei vari domini delle aARSs 
mitocondriali alcune delle quali, sebbene gli enzimi siano espressi ubiquitariamente, causano 
malattie tessuto-specifiche (Gotz et al, 2011, Scheper et al, 2007, Riley et al, 2010, Messmer et 
al, 2011, Sommerville et al, 2017, Moosa et al, 2017). 
Parallelamente, numerosi studi condotti sul lievito hanno dimostrato che i livelli delle 
aminoacil-tRNA sintetasi sono coinvolti nella modulazione dei livelli dei rispettivi tRNA 
(Fuermann et al, 2003; De Luca et al, 2006; De Luca et al, 2009). In particolare, è stato osservato 
che, quando sovra-espresse, le sintetasi sono in grado di “curare” gli effetti dovuti alle 
mutazioni nei tRNA mitocondriali. Per questo motivo questi enzimi vengono identificati con il 
termine “soppressori”.  
Negli stessi anni sono stati condotti studi analoghi per valutare il loro effetto anche su cellule 
umane: i cibridi transmitocondriali portatori di mutazioni sui tRNA. Questi lavori hanno 
dimostrato che tre sintetasi mitocondriali umane, mt-LeuRS, mt-ValRS, e mt-IleRS, oltre a 
migliorare il fenotipo clinico in linee cellulari portatrici di mutazioni nel mt-tRNAIle (MTTI), sono 
in grado di recuperare il fenotipo patologico anche in linee cellulari portatrici della mutazione 
m.3243A>G del mt-tRNALeu(UUR) che causa una patologia molto più grave e complessa, la MELAS 
(Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and Stroke-like episodes syndrome) (Perli 
et al, 2012). In particolare, il nostro gruppo ha dimostato, in lievito e nei cibridi, che la porzione 
carbossi-terminale dell’aminoacil-tRNA sintetasi LeuRS (Cterm) e due piccoli frammenti 
aminoacidici da essa derivati sono sufficienti a correggere le disfunzioni mitocondriali 
prendendo contatto in vivo con il mt-tRNA mutato, stabilizzandone la struttura (Francisci et al, 
2011; Perli et al, 2014; Perli et al, 2016).  
Studi condotti in anni recenti nel nostro laboratorio hanno dimostrato come la sovra-
espressione delle mt-aaRS sia in grado di migliorare il fenotipo causato dalle mutazioni 
m.3243A>G del mt-tRNALeu(URR) e m.8344A>G del mt-tRNALys in modelli cellulari. Un dato 
estremamente interessante che è emerso dai nostri esperimenti è che il miglioramento del 
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fenotipo patologico dipende dalla porzione carbossi-terminale della leucil-tRNA sintetasi 
(Cterm) e da due piccoli frammenti aminoacidici (β30_31 e β32_33) da essa derivati (Perli et al, 
2014; 2016). Queste molecole rappresentano quindi dei potenziali strumenti terapeutici per le 
malattie mitocondriali da mutazioni del mtDNA. Tuttavia, è necessario disporre di strategie 
adeguate a veicolarle all’interno delle cellule e nel compartimento mitocondriale.  
1.6 Delivery mitocondriale 
 
Un aspetto importante nello sviluppo di approcci terapeutici efficaci nei disordini mitocondriali 
è la capacità da parte di molecole “candidate” di giungere nel compartimento mitocondriale.  A 
questo scopo le molecole devono avere la capacità di penetrare facilmente nella cellula ed 
essere efficacemente accumulate a livello mitocondriale. Una volta pervenute nello spazio 
extracellulare, infatti, il primo ostacolo da superare è rappresentato dalla membrana cellulare. 
Molecole relativamente piccole e lipofiliche riescono a oltrepassare la membrana cellulare 
passivamente. Una volta nel citoplasma devono però essere in grado di attraversare le 
membrane mitocondriali, esterna ed interna, per giungere nella matrice. La membrana 
mitocondriale esterna non presenta un potenziale di membrana ed è relativamente più debole 
rispetta a quella interna, quindi più facilmente penetrabile. Ben diversa è la situazione della 
membrana interna, quest’ultima infatti è altamente densa, satura, con carattere idrofobico e 
con un elevato potenziale di membrana negativo, rappresentando così una formidabile barriera 
per l’ingresso delle molecole. Per questo le molecole devono presentare proprietà 
farmacocinetiche particolari; la mancanza di queste proprietà è un rilevante limite 
nell’applicazione clinica. Negli ultimi anni l’attenzione è stata focalizzata all’identificazione di 
strategie di delivery in grado di garantire l’ingresso selettivo di molecole nei mitocondri. In 
particolare, sono stati investigati differenti vettori in grado di penetrare le membrane ed 
accumularsi a livello mitocondriale, che includono nanoparticelle (Durazo et al, 2012), piccole 




In ambito medico e farmaceutico le nanoparticelle si stanno sempre più affermando come 
sistemi capaci di intrappolare farmaci e altri agenti per poi rilasciarli in circolo. Grazie alla loro 
dimensione e al carattere idrofilico possono essere trasportate col flusso sanguigno, penetrare 
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negli organi attraverso i capillari e raggiungere i tessuti dove poi vengono assorbite dalle cellule. 
Grazie a queste caratteristiche, negli ultimi anni l’attenzione si è concentrata sullo sviluppo di 
nanoparticelle multifunzionali per applicazioni terapeutiche in nanomedicina (Poon et al, 2011; 
Kateb et al, 2011; Armstead et al 2011).  
Nonostante il gran numero di tecniche di bioconiugazione disponibili, il conseguimento di 
nanosonde multifunzionali dotate di bioattività, specificità di targeting e di stabilità rimane 
ancora una sfida aperta. I nuovi approcci si avvalgono dell’utilizzo di strutture a forma di gabbie 
proteiche, come le proteine appartenenti alla famiglia della ferritina (Bode et al, 2011). La 
ferritina è una molecola composta da 24 subunità auto-assemblanti che formano una proteina 
globulare simile a un guscio, carica negativamente all’esterno, che racchiude una cavità vuota 
in cui, fisiologicamente, incapsula il ferro e lo trasporta alle cellule. Ciascun monomero risulta 
costituito da un residuo N terminale, sulla faccia esterna, ed un residuo COOH terminale 
all’interno, che possono essere coniugati sia chimicamente che geneticamente conferendogli 
differenti funzionalità, rappresentando caratteristiche ideali per applicazioni in vivo quali il 
target delivery (Uchida et al, 2010; Valero et al, 2011; Geninatti et al, 2006; Lin et al, 2011).   
1.6.2 Peptidi 
 
I metodi convenzionali per introdurre agenti terapeutici all’interno delle cellule, quali 
microiniezione e vettori virali o liposomiali, presentano vari inconvenienti, tra cui bassa 
efficienza, alta tossicità e scarsa biocompatibilità. Strategie alternative sono state sviluppate a 
partire dalla capacità di alcune proteine di attraversare le membrane cellulari. Si è giunti così 
allo sviluppo di particolari vettori in grado di veicolare differenti molecole all’interno delle 
cellule: i Cell-Penetrating Peptides (CPPs). È stato dimostrato come questi peptidi siano in grado 
di trasportare differenti molecole come acidi nucleici, polimeri e farmaci a basso peso 
molecolare (Langel et al, 2011), risultino privi di tossicità e siano in grado di penetrare in 
differenti tipi cellulari (Heitz et al, 2009). Studi più recenti, si sono concentrati sulla 
progettazione di molecole con le medesime caratteristiche dei CPPs ma in grado di attraversare 
anche la matrice mitocondriale interna. Partendo dalle caratteristiche peculiari dei CPPs, ovvero 
le proprietà cationiche e idrofiliche, e grazie all’incorporazione di residui idrofobici, è stata 
sviluppata una classe di peptidi sintetici con un efficace assorbimento cellulare e una specifica 
localizzazione a livello dei mitocondri: Mitochondria-Penetrating Peptides (MPPs) (Jean et al, 
2016). Tali peptidi presentano caratteristiche peculiari, quali sintesi diretta e biocompatibilità, 
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che li rende una classe di trasportatori mitocondriali efficienti in grado di oltrepassare le 
membrane organiche difficili da penetrare (Horton et al, 2008). 
 
2. Scopo dello studio 
 
Lo scopo di questo studio è di avvicinare le molecole peptidiche da noi identificate 
all’applicazione terapeutica. Per approcciare questo risultato ho dato priorità ai seguenti 
obiettivi:  
i.) Sviluppo di strategie per veicolare le molecole in studio alla matrice mitocondriale. 
ii.) Analisi dell’effetto tessuto-specifico delle mutazioni dei mt-tRNA ed individuazione di 






3.1 Sviluppo di strategie per veicolare le molecole in studio alla matrice mitocondriale 
3.1.1 Elaborazione di costrutti contenenti il frammento aminoacidico β32_33 derivato dal Cterm 
 
Tra i due frammenti aminoacidici derivati dal Cterm, la sequenza β32_33 è risultata essere la 
più efficace e per tale motivo è stata scelta per gli studi successivi. Abbiamo così fuso il 
frammento β32_33 con fluorescina isotiocianato (FITC) alla lisina C-terminale in modo da 
visualizzare il frammento all’interno delle cellule. Inoltre, per facilitare il passaggio delle 
membrane plasmatiche e mitocondriali, la molecola β32_33-FITC è stata coniugata all’ estremo 
N-terminale con due piccoli oligomeri sintetici: i) FRFK, una sequenza di lisina (K), arginina (R) e 
fenilalanina (F) e ii) HisTag, una sequenza ricca di istidine; entrambe note per la capacità di 
penetrare nelle cellule e giungere nel compartimento mitocondriale (Horton et al, 2008; Seo et 
al, 2011). Il razionale alla base di questa scelta risiede in alcune importati prerogative delle due 
presequenze: i) carica positiva e lipofilia, due proprietà necessarie per il passaggio attraverso le 
membrane citoplasmatiche e mitocondriali; ii) piccole dimensioni; iii) relativa facilità di sintesi; 
iv) biocompatibilità. 
Ad entrambe le sequenze aminoacidiche è stata aggiunta una ulteriore lisina (K) all’estremo C-
terminale per il legame con il FITC, per gli esperimenti di visualizzazione.  
Abbiamo così ottenuto i due seguenti costrutti: 
1. β32_33-HisTag: HHHHHHHKKSFLSPRTALINFLV-K(FITC);  
2. β32_33-FRFK: FRFKKKSFLSPRTALINFLV-K(FITC). 
3.1.1.1 Il peptide β32_33, preceduto da piccoli oligomeri sintetici, è in grado di penetrare 
nelle cellule umane  
Per prima cosa abbiamo incubato i cibridi WT con concentrazioni crescenti di entrambi i 
costrutti e abbiamo monitorato l’ingresso nelle cellule a tempi diversi (1, 2, 6, 12, 24 e 36 ore). I 
risultati ottenuti ci hanno mostrato che entrambi i costrutti erano in grado di oltrepassare la 
membrana citoplasmatica dopo circa 6 ore e che il segnale all’interno delle cellule risultava 
stabile fino a 24 ore. Inoltre, le cellule non risultavano danneggiate dal processo di uptake.  
Abbiamo anche testato diverse concentrazioni identificando 0.5µM come quella ottimale per la 
visualizzazione. Quantità superiori producevano infatti un segnale troppo intenso per riuscire a 
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localizzare il peptide all’interno delle cellule. A questo punto abbiamo verificato la loro 
localizzazione all’interno delle cellule. Dopo 12 ore dall’incubazione con i costrutti, abbiamo 
trattato le cellule con sonde vitali specifiche o per i lisosomi (Lisotracker) o per i mitocondri 
(Mitotracker). In Figura 1 è possibile osservare come entrambi i costrutti penetrino nelle cellule 
e che il segnale si sovrappone parzialmente al Mitotracker, suggerendo una loro localizzazione 
mitocondriale. In particolare, il peptide con la presequenza FRFK sembra avere una maggiore 
affinità per i mitocondri rispetto a quello con la presequenza HisTag. Nessuno dei costrutti 
localizza con i lisosomi.  
3.1.1.2 l costrutti β32_33 co-localizzano con i mitocondri 
Dal momento che la presequenza FRFK è risultata essere migliore per veicolare il peptide verso 
il compartimento mitocondriale, è stato scelto questo oligomero per gli esperimenti successivi. 
Abbiamo così progettato diversi costrutti e valutato la loro capacità di localizzare con i 
mitocondri e migliorare il fenotipo patologico. I costrutti testati sono stati i seguenti: 
1. FRFK-β32_33-FITC (Fβ): composto dalla presequenza FRFK e dalla sequenza 
aminoacidica β32_33; 
2. FRFK-scramble-FITC (FS): composto dalla presequenza FRFK e dalla sequenza 
aminoacidica β32_33 alterata per verificare se è la sequenza specifica, e non la 
composizione aminoacidica, ad essere importante per il recupero del fenotipo 
patologico; 
3. FRFK-β32_33 (noKKR)-FITC (FA): un composto in cui i tre residui carichi positivamente 
(K-K-R) della sequenza β32_33 vengono sostituiti da residui di alanina (A) che mostra 
una carica neutra per valutare se il numero di cariche positive possa influire sul rescue; 
4. β32_33-FITC (β): composto dalla sola sequenza aminoacidica β32_33 per verificare se la 
sequenza è in grado di oltrepassare le membrane citoplasmatica e mitocondriale in 
assenza di una presequenza specifica; 
5. FRFK-FITC (F): composto dalla sola presequenza FRFK da utilizzare come controllo 
negativo. 
Dopo 12 ore di incubazione con i costrutti alla concentrazione di 0.5µM, le cellule sono state 
trattate con la sonda specifica per i mitocondri e successivamente visualizzate con un 
microscopio a fluorescenza. Come evidente dalla Figura 2 tutti i peptidi localizzano 
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parzialmente con i mitocondri. È interessante notare come che anche il peptide β32_33, privo 
della presequenza, sia in grado di raggiungere il compartimento mitocondriale. 
3.1.1.3 I costrutti β32_33 migliorano la vitalità cellulare e riducono l’apoptosi in cibridi 
portatori della mutazione 3243A>G 
Abbiamo testato diverse concentrazioni di ogni costrutto e valutato la loro tossicità cellulare 
e/o mitocondriale. Cibridi WT e patologici (MELAS) sono stati piastrati in multiwell da 96 e dopo 
4 ore dal piastramento sono stati incubati con tutti e 5 i costrutti a 3 diverse concentrazioni 
(5µM, 10µM e 20µM). Dopo 12 ore, è stato effettuato il saggio Mitochondrial ToxGlo™ Assay e 
valutata la tossicità cellulare. Come evidente dalla Figura 3A nessuna concentrazione è risultata 
particolarmente cito-tossica e mito-tossica, nonostante la concentrazione di 5µM, sia nei cibridi 
di controllo che in quelli patologici, sia risultata quella ottimale e pertanto utilizzata per gli 
esperimenti successivi.  
A questo punto abbiamo valutato l’effetto dei peptidi sulla vitalità cellulare in cibridi di 
controllo (WT) e cibridi MELAS (m.3243). Dopo 3 ore dal piastramento, le cellule sono state 
incubate con tutti e 5 i costrutti alla concentrazione di 5µM.  
Dal giorno successivo le cellule sono state mantenute per 24 ore in due condizioni di crescita 
diversa: una condizione normale (in presenza di glucosio) e una condizione di stress (in 
presenza di galattosio che costringe le cellule ad utilizzare la fosforilazione ossidativa come 
fonte di ATP). Dopo 24 ore in galattosio i cibridi mutati mostrano una marcata riduzione del 
numero di cellule vive rispetto ai cibridi di controllo (Figura 3B). E’ interessante notare come i 
costrutti Fβ e β siano in grado di migliorare la vitalità delle cellule MELAS, nonostante solo Fβ 
ne comporti un aumento significativo (Figura 3B). 
3.1.1.4 Il peptide FRFK-β32_33 migliora le competenze energetiche delle cellule MELAS 
I cibridi patologici, oltre ad una riduzione della vitalità cellulare mostrano anche un deficit dello 
stato bioenergetico. Abbiamo così investigato se l’aumento della vitalità cellulare fosse 
correlato con un miglioramento del deficit bioenergetico. Abbiamo incubato i cibridi WT e 
patologici con i peptidi alla concentrazione di 5µM e misurato il consumo di ossigeno dopo 24 
ore. Come è possibile osservare in Figura 4 il solo costrutto Fβ induce un aumento 
statisticamente significativo del consumo di ossigeno in condizioni normali (glucosio). 
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3.1.1.5 L’effetto “curativo” della sequenza aminoacidica β32_33 è osservabile anche in cellule 
MERRF 
Poiché avevamo già dimostrato in precedenza come il Cterm e i frammenti β30_31 e β32_33 
migliorino il fenotipo sia di cibridi mutati derivati da pazienti MELAS che da pazienti MERRF, 
abbiamo iniziato ad investigare l’effetto dei nostri costrutti anche su cibridi portatori della 
mutazione m.8344A>G (cibridi MERRF). 
Dopo aver accertato la localizzazione mitocondriale dei peptidi e stabilito la concentrazione 
ottimale, risultata essere anche in questo caso di 5µM, abbiamo proceduto inizialmente a 
valutare l’effetto dei costrutti sulla vitalità cellulare. Come evidente nella Figura 5 i cibridi 
MERRF mostrano una significativa riduzione della vitalità cellulare dopo 24 ore di incubazione in 
terreno contenente galattosio. L’incubazione con i costrutti Fβ e β comporta un aumento 






Il peptide β32_33, preceduto da piccoli oligomeri sintetici, è in grado di penetrare nelle cellule umane 
A.  Il peptide β32_33-FRFK (0.5μM, verde) mostra una buona co-localizzazione con i mitocondri (marcati 
con Mitotracker 200nM, rosso) mentre sembra non essere presente nei lisosomi (marcati con 
Lisotracker 100nM, viola) come è possibile osservare nei pannelli 1 e 2 che mostrano la doppia 
colorazione rispettivamente con Lisotracker e Mitotracker.  
B. Il peptide β32_33-HisTag (0.5μM, verde) mostra una debolissima localizzazione mitocondriale 
(Mitotracker 200nM, rosso) e non sembra localizzare con i lisosomi (Lisotracker 100nM, viola) come è 
possibile osservare nei pannelli 3 e 4 che mostrano la doppia colorazione rispettivamente con 











l peptidi β32_33 localizzano con i mitocondri 
Tutti i peptidi (verde) testati mostrano una buona co-localizzazione con i mitocondri (marcati con 
Mitotracker 200nM, rosso).  




















I peptidi non risultano tossici per le cellule 
Cibridi di controllo (WT) e cibridi patologici (m.3243) sono stati incubati con i peptidi a 3 concentrazioni 
diverse e dopo 12h ne è stata valutata la cito-tossicità (misurando la fluorescenza, RFU) e la mito-
tossicità (misurando la luminescenza, RLU). 








I peptidi recuperano il fenotipo patologico nei cibridi MELAS  
A. Percentuale di cellule vive nei cibridi trattati con i peptidi e incubati in glucosio o galattosio per 24 
ore. Il numero di cellule vive in galattosio è normalizzato per il numero di cellule vive in glucosio allo 
stesso tempo. 
B. Valutazione dello stato bioenergetico delle cellule. I cibridi di controllo e patologici sono stati incubati 
con i peptidi in glucosio e dopo 24 ore è stato valutato il consumo di ossigeno nelle cellule intatte. I dati 
rappresentano la media ± SEM di tre esperimenti. 
## p< 0.01 per cibridi m.3243 non trattati vs WT non trattati. *p<0.05, **p< 0.01per cibridi m.3243 
trattate vs cibridi m.3243 non trattate (T-test). 











I peptidi migliorano la vitalità cellulare dei cibridi MERRF  
I cibridi sono stati trattati con i peptidi e incubati in glucosio o galattosio per 24 ore. Il numero di cellule 
vive in galattosio è normalizzato per il numero di cellule vive in glucosio allo stesso tempo. 
I dati rappresentano la media ± SEM di tre esperimenti. 
## p< 0.01 per cibridi m.8343 non trattati vs WT non trattati. *p<0.05, **p< 0.01per cibridi m.8343 
trattate vs cibridi m.8343 non trattate (T-test). 















3.1.2 Molecole di ferritina umana come ipotetico carrier 
 
In ambito medico e farmaceutico numerosi sforzi sono stati rivolti all’individuazione di sistemi 
in grado di veicolare agenti terapeutici all’interno delle cellule, in modo selettivo e con un 
elevato grado di biocompatibilità.  
Stante la prospettiva futura di veicolare nelle cellule le molecole terapeutiche oggetto del 
nostro studio, abbiamo parallelamente iniziato la ricerca di un ipotetico carrier, focalizzando la 
nostra attenzione sulla ferritina umana per le sue peculiarità particolarmente favorevoli, 
ovvero: la sua fisiologica presenza nel sangue e all’interno delle cellule umane, la ubiquitarietà 
del suo recettore (TfR1) su tali cellule, la sua stabilità in vitro e nel plasma. La ferritina è una 
proteina multimerica, formata da 24 subunità che interagiscono formando una sfera cava. Di 
conseguenza essa espone, sia sulla superficie esterna che interna, numerose catene laterali di 
amminoacidi quali cisteine, lisine, acido glutammico ed acido aspartico, che possono essere 
utilizzate per legare ad essa, per via chimica, diverse molecole dotate di funzioni diverse, tra le 
quali: i) peptidi dotati di attività “rescuing”, ii) agenti per il targeting mitocondriale, iii) composti 
necessari per rilevare la localizzazione intracellulare. Inoltre, la superficie esterna espone anche 
le estremità ammino (N)-terminali dei 24 monomeri, che possono essere legate a molecole di 
natura peptidica per via genetica.     
3.1.2.1 Progettazione e localizzazione di molecole di HFt senza presequenze mitocondriali 
In collaborazione con il Dott. Ceci e la Dott.ssa Morea dell’Istituto di Biologia e Patologia 
Molecolari del CNR, abbiamo valutato la capacità di ingresso della ferritina nel nostro modello 
cellulare, ovvero i cibridi transmitocondriali. Tutti i costrutti progettati, prodotti mediante 
ingegneria genetica e sintesi chimica, ed espressi nel ceppo di Escherichia coli BL21(DE3) sono 
elencati nella Tabella 1. 
Il primo costrutto prodotto, HFt-FITC, contiene la molecola di ferritina (HFt) i cui residui ci 
cisteina sulla superficie esterna sono stati coniugati, mediante sintesi chimica, alla fluoresceina 
isotiocianato (FITC), per permetterne la visualizzazione all’interno delle cellule. Dopo aver 
individuato la concentrazione opportuna (0,1 mg/mL) abbiamo trattato le cellule di controllo e 
patologiche con la molecola sopradescritta constatando, dopo 2 ore, attraverso l’utilizzo di un 
microscopio a fluorescenza, la presenza della molecola stessa all’interno delle cellule in esame 
(Figura 6A). A tal punto, abbiamo valutato la precisa localizzazione della molecola all’interno 
delle nostre cellule, considerando la possibilità che molecole “esterne”, una volta internalizzate, 
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possano essere sequestrate nel comparto lisosomiale e successivamente degradate. Abbiamo 
così trattato le cellule con la molecola HFt-FITC effettuando, dopo 2 ore, una colorazione vitale 
per i lisosomi e per i mitocondri, con sonde specifiche (rispettivamente LysoTracker e 
MitoTracker). Come evidente nella Figura 6B-C, la molecola HFt-FITC, una volta internalizzata 
nella cellula, non localizzava nel comparto mitocondriale bensì in quello lisosomiale, andando 
presumibilmente incontro ad una rapida degradazione della parte proteica.  
Come noto in letteratura, esistono molecole in grado di prevenire la compartimentalizzazione 
lisosomiale. Abbiamo pertanto somministrato alle cellule il composto HFt-RLA-FITC, nel quale i 
residui di lisina esposti sulla superficie esterna di HFt sono coniugati chimicamente con una 
molecola di escape lisosomiale (RLA), osservandone così una localizzazione non lisosomiale 
(Figura 6D).  
Parallelamente, la molecola HFt-FITC è stata coniugata anche con la sequenza amminoacidica 
32_33 di nostro interesse, in assenza o in presenza della sequenza di escape lisosomiale RLA. I 
cibridi transmitocondriali sono stati così incubati per 2h con le molecole HFt-RLA-FITC, HFt-
32_33-FITC e HFt-32_33-RLA-FITC, tutte alla concentrazione di 0.1 mg/mL, e 
successivamente trattate con la sonda MitoTracker. Come evidente nella Figura 6E nessuna 
delle tre molecole così composte sembrava localizzare nel comparto mitocondriale.  
3.1.2.2 Progettazione di molecole di HFt fuse con presequenze mitocondriali 
Dal momento che le molecole di Ferritina progettate non mostravano una localizzazione 
mitocondriale, abbiamo iniziato a progettare molecole di HFt legate con specifiche sequenze di 
targeting mitocondriale (MTS). È stata quindi effettuata una revisione della letteratura per 
individuare le sequenze MTS migliori da unire alla ferritina per consentirne l’entrata nei 
mitocondri. In particolare, sono state prese in esame le sequenze di proteine umane codificate 
dal nucleo e a localizzazione mitocondriale, nelle quali, le sequenze MTS, sono state individuate 
in seguito ad allineamento con sequenze omologhe mediante metodi Bioinformatici. Al 
contrario delle regioni globulari, che sono evolutivamente conservate, le presequenze sono 
altamente variabili sia in lunghezza che in sequenza. La maggior parte delle MTS individuate 
sono molto lunghe (> 50 residui) e, di conseguenza, difficili da coniugare con la ferritina sia per 
via chimica che genetica. Da un lato, la sintesi dei peptidi più lunghi di circa 30 amminoacidi 
diventa poco affidabile, ed è quindi difficile ottenere peptidi di 50 amminoacidi da coniugare 
chimicamente alla ferritina; dall’altro, l’unione per via genetica di tali sequenze all’estremità N-
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terminale della ferritina può causare dei problemi per il corretto ripiegamento (folding) di 
ciascuna subunità e/o per l’assemblaggio delle 24 subunità nella struttura quaternaria. 
Abbiamo quindi selezionato la MTS più corta tra quelle investigate, ovvero quella di Cox8A, 
contenente 25 residui, e l’abbiamo unita all’estremità N-terminale della ferritina mediante 
ingegneria genetica (MTS-Cox8A-HFt). Nonostante questo costrutto si esprimesse in grandi 
quantità, come gli altri costrutti basati su ferritina, la proteina non era solubile, ma era 
localizzata quasi esclusivamente nei corpi inclusi. Questi risultati suggeriscono un problema di 
assemblaggio del 24-mero, presumibilmente dovuto all’interferenza della MTS di Cox8A, in 
quanto in seguito a problemi di folding le proteine vanno generalmente incontro a 
degradazione più che a precipitazione. 
D’altra parte, anche la coniugazione dell’estremità N-terminale della ferritina a sequenze ricche 
in cariche positive, come RLA o lo stesso peptide β32_33, ostacola l’ottenimento di un costrutto 
solubile, presumibilmente in quanto l’elevata concentrazione di cariche positive dovuta alla 
sovra-espressione della proteina danneggia le membrane cellulari di E. Coli.  
Per questo motivo, le sequenze RLA sono state legate chimicamente ai gruppi amminici di 
















Localizzazione delle molecole di HFt all’interno delle cellule 
A-C. La molecola di ferritina, somministrata alle cellule, è in grado di oltrepassare la membrana 
citoplasmatica (A, HFt in verde, nuclei in blu, 40x) ma viene internalizzata dai lisosomi (B, HFt in verde, 
lisosomi in rosso, 40X) e non localizza con i mitocondri (C, HFt in verde, mitocondri in rosso, 40X). 
D. La molecola HFt-RLA non mostra una localizzazione lisosomiale (HFt-RLA in verde, lisosomi in rosso, 
40X). 
E. Le molecole HFt-RLA, HFt-β32_33, HFt β32_33-RLA non mostra una localizzazione mitocondriale 




3.2 Analisi dell’effetto tessuto-specifico delle mutazioni dei mt-tRNA ed individuazione di 
eventuali meccanismi terapeutici dotati di specificità tessutale 
3.2.1 Produzione di iPSCs da fibroblasti umani portatori della mutazione m.3243A>G 
 
I cibridi transmitocondriali rappresentano il modello cellulare più utilizzato nell’ambito delle 
patologie mitocondriali per il basso costo e la facilità di manipolazione ma, poiché derivano da 
cellule neoplastiche, non sono in grado di riprodurre il fenotipo biochimico dei tessuti più 
comunemente colpiti dalle malattie mitocondriali quali il tessuto muscolare e cerebrale. È 
chiaro quindi come sia nata l’esigenza di un modello cellulare in grado di rappresentare gli 
effetti tessuto-specifici delle mutazioni del mtDNA. Negli ultimi anni la differenziazione in 
diversi tipi cellulari a partire da cellule staminali pluripotenti indotte (iPSCs) ottenute da 
pazienti affetti da patologie mitocondriali (Cherry et al, 2013; Hämäläinen et al, 2013; Chou et 
al, 2016) ha aperto una nuova strada per lo studio della tessuto-specificità delle malattie 
mitocondriali. Le iPSCs derivate dai pazienti rappresentano un’enorme risorsa sia per lo studio 
dei meccanismi patogenetici di queste patologie sia per lo sviluppo di nuove molecole 
terapeutiche. 
Nel nostro laboratorio abbiamo collezionato, negli ultimi anni, fibroblasti provenienti da 
pazienti affetti dalla sindrome MELAS, caratterizzati da percentuali diverse di eteroplasmia (dal 
45% al 65%). Per la produzione di iPSCs inizialmente abbiamo selezionato fibroblasti con 
un’elevata percentuale di eteroplasmia (65%). Nonostante i ripetuti tentativi, non siamo riusciti 
ad ottenere colonie mature a partire da tali fibroblasti. Abbiamo deciso quindi di utilizzare 
fibroblasti con una percentuale minore di eteroplasmia (intorno al 50%) ottenendo, questa 
volta, colonie mature. Infatti, dopo circa 30 giorni di riprogrammazione e mantenimento, siamo 
riusciti ad identificare in modo chiaro la formazione di colonie mature che apparivano 
tondeggianti e compatte, come si può osservare in Figura 7A. Per confermare la natura delle 
colonie osservate abbiamo effettuato l’analisi dei marcatori di pluripotenza mediante 
immunofluorescenza. Tutte le colonie che apparivano tondeggianti e compatte sono risultate 
positive alla colorazione per il marcatore della superficie cellulare specifico per le cellule 
staminali pluripotenti, TRA 1-60 (Figura 7B). Siamo così riusciti ad isolare 12 colonie e, dopo 
averle espanse, abbiamo effettuato un’ulteriore analisi per la verifica dei marcatori di 
pluripotenza (Oct4, Sox2, Lin28, L-Myc, Klf4) mediante PCR. Delle 12 colonie ottenute solo 7 
sono risultate positive alla PCR (Figura 7C). 
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3.2.2 Caratterizzazione delle colonie di iPSCs 
 
A questo punto abbiamo verificato il livello di eteroplasmia delle colonie (iMS-1/7) osservando 
valori compresi tra il 7% e il 77% (Figura 8). Per gli studi successivi di differenziamento abbiamo 
deciso di utilizzare la colonia con la percentuale maggiore (77%, iMS-4) e quella con la 
percentuale minore (7%, iMS-1) da utilizzare come controllo isogenico.  
Per escludere la presenza di eventuali alterazioni del DNA mitocondriale secondarie al processo 
di riprogrammazione abbiamo sequenziato il mtDNA delle due colonie cellulari, che ci ha 
permesso di escludere la presenza di nuove mutazioni. Abbiamo inoltre verificato anche 
l’eventuale presenza di delezioni nella molecola di mtDNA, escludendo anche in questo caso 
alterazioni dovute alla riprogrammazione. 
Per verificare le proprietà di pluripotenza dei cloni abbiamo effettuato il saggio di formazione 
del teratoma. A questo scopo, cloni di cellule iPSCs sono stati iniettati in topi immunodepressi. 
In ogni animale si sono sviluppati teratomi, contenenti tessuti di derivazione ectodermica, 
mesodermica ed endodermica (Figura 9).  
3.2.3 Produzione e caratterizzazione di cellule staminali neurali (NSCs) 
 
Lo scopo della produzione di cellule staminali da pazienti affetti da patologie mitocondriali è la 
possibilità di differenziarle in tipi cellulari diversi, quali neuroni, cardiomiociti e cellule 
muscolari, per poter così investigare la tessuto-specificità di queste patologie.  
Una volta identificate e caratterizzate le colonie ideali per il nostro studio, abbiamo iniziato il 
differenziamento di questi cloni in neuroni. Il primo passo nel differenziamento neurale è la 
formazione di precursori neurali: le cellule staminali neurali (NSCs). Abbiamo così indotto le 
nostre colonie verso un fenotipo neurale, ottenendo la produzione di NSCs. Infatti, le nostre 
cellule sono risultate positive per differenti markers neurali quali Nestina, Pax6, SOX1 e SOX2 










Caratterizzazione delle colonie di IPSC 
A. Immagine rappresentativa di una colonia matura di IPSC ottenuta da fibroblasti portatori della 
mutazione m.3243A>G (Contrasto di fase, 10X) 
B. Verifica della presenza dei marcatori di pluripotenza mediante immunofluorescenza. L’immagine 
mostra una colonia matura di IPSC marcata con anticorpi specifici per fibroblasti (CD44, verde) e per 
cellule staminali (Tra1-60, rosso) (Ingrandimento 10X) 
C. Verifica della presenza dei marcatori di pluripotenza mediante PCR. Detenzione del vettore episomale 
(oriP) contenete i fattori trascrizionali specifici per le cellule staminali embrionali (Oct4, Sox2, Lin28, L-
Myc, Klf4).  Immagine rappresentativa di gel d’agarosio. MS-iPSC: cloni di cellule staminali pluripotenti 










Verifica dei livelli di eteroplasmia nelle colonie di iPSCs ottenute da fibroblasti MELAS.  
Immagine gel prodotta tramite Agilent 2100 bioanalyzer instrument utilizzando la tecnologia 1000 
LabChip kit che mostra i livelli di eteroplasmia ottenuti tramite analisi RFLP. UC: CTR+; iMS-1/7: colonie 
di cellule staminali pluripotenti indotte da fibroblasti portatori della mutazione m.3243A>G. La 










Verifica della pluripotenza dei cloni 
Immagini relative a teratomi generati da cloni di iPSCs derivati da fibroblasti portatori della mutazione 
m.3243A>G, con alta (iMS-4) e bassa (iMS-1) percentuale di eteroplasmia che mostrano componenti di 
intestino (endoderma), di cartilagine e tessuto adiposo (mesoderma) e tessuto nervoso (ectoderma) 









L’immunofluorescenza conferma il fenotipo neuronale delle cellule staminali 
Le cellule neurali derivate dalle iPSCs sono state colorate con markers specifici per i precursori neurali 
SOX1 (verde) e Pax6 (rosso) in A e Nestina (verde) e Sox2 (rosso) in B. I nuclei sono stati marcati con il 







Le mutazioni in geni che codificano per i tRNA mitocondriali sono responsabili di un ampio 
spettro di malattie, spesso sindromiche, per le quali allo stato attuale non è disponibile alcuna 
terapia. Il nostro laboratorio ha dimostrato in anni recenti che la porzione carbossi-terminale 
(Cterm) della leucil-tRNA sintetasi (LeuRS) è in grado di stabilizzare non solo la struttura del mt-
tRNALeu ma anche quella del mt-tRNALys, che viene aminoacilato da una sintetasi appartenente 
ad una classe diversa. Il Cterm è quindi dotato di una funzione “chaperonica” indipendente 
dall’attività catalitica dell’intero enzima, che rappresenta con ogni verosimiglianza la base per il 
recupero del fenotipo patologico in cibridi transmitocondriali mutati nei quali questo peptide 
viene espresso. Il passo successivo verso l’applicazione terapeutica di queste osservazioni è 
stato l’identificazione di piccole subunità del Cterm in grado di mantenerne gli stessi effetti. In 
seguito ad analisi strutturali sono stati selezionati due frammenti del Cterm, β30_31 e β32_33, 
che in ulteriori esperimenti hanno dimostrato la capacità di interagire in vitro con i tRNA 
preservando l’effetto terapeutico del dominio Cterm. L’espressione di questi peptidi nei cibridi 
con le mutazioni m.3243A>G nel mt-tRNALeu(UUR) e m.8344A>G nel mt-tRNALys ha indotto un 
significativo miglioramento della vitalità cellulare e del profilo bioenergetico delle cellule 
mutate. I risultati presentati in questa tesi rappresentano un passo importante verso la futura 
applicazione terapeutica di questi peptidi. Infatti, un presupposto fondamentale perché una 
molecola eserciti il suo effetto è che sia in grado di raggiungere il suo bersaglio. I risultati 
ottenuti dal nostro laboratorio circa l’effetto dei peptidi sul fenotipo patologico dei cibridi 
mutati erano basati su esperimenti di trasfezione, ma è importante verificare se queste 
molecole siano in grado di per sé di penetrare nelle cellule e raggiungere la matrice 
mitocondriale. Uno degli scopi del mio progetto è stato quello di disegnare dei costrutti in 
grado di veicolare i peptidi derivati dal Cterm attraverso la membrana citoplasmatica e 
mitocondriale, di verificarne la localizzazione e di valutarne l’effetto. Questo obiettivo è stato 
raggiunto, dopo esperimenti di confronto con altre sequenze, con la selezione della 
presequenza FRFK, che è in grado di raggiungere la matrice mitocondriale grazie alle sue piccole 
dimensioni, alla lipofilia e all’elevato numero di cariche positive. I risultati che abbiamo 
ottenuto dimostrano che i costrutti Fβ e β inducono un aumento di vitalità, statisticamente 
significativo solo nel composto preceduto dalla presequenza. Un dato interessante è che né FS 
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né FA comportino aumenti di vitalità. Questo dato fornisce un importante spunto di riflessione 
in quanto permette di ipotizzare come la funzione del peptide β32_33 dipenda sia dall’ordine 
dei residui amminoacidici che dalle cariche. Infatti, una delle ipotesi sul funzionamento di tale 
frammento, è che la sua funzione chaperonica di stabilizzazione del tRNA mutato sia legata 
proprio alla presenza delle cariche positive. Quest’ultimo dato è confermato dall’effetto di 
rescue del peptide anche in mutazione su tRNA non cognati. Per ciò che riguarda il consumo di 
ossigeno, solo il costrutto Fβ induce un incremento statisticamente significativo. Un altro dato 
di rilievo è che i costrutti alle dosi ottimali per esercitare l’effetto “terapeutico” non subiscono 
una degradazione citoplasmatica e non sono tossici per le cellule. Questi importanti risultati 
aprono ulteriori prospettive per future applicazioni terapeutiche. 
Il secondo obiettivo di questo studio è stato lo sviluppo di modelli cellulari adeguati allo studio 
dell’effetto tessuto-specifico delle mutazioni dei mt-tRNA. Infatti, in assenza di modelli murini 
di malattie da mutazioni dei mt-tRNA, i cibridi transmitocondriali rappresentano da anni il 
modello cellulare più usato per lo studio di queste malattie. Tuttavia, queste cellule, che 
derivano da cloni neoplastici indifferenziati, non hanno caratteristiche morfo-funzionali 
riconducibili agli organi e tessuti che sono preferenzialmente affetti dal deficit del metabolismo 
energetico mitocondriale, e cioè il muscolo striato e l’encefalo. Avere a disposizione cellule 
mutate con differenziazione muscolare e neuronale rappresenta una formidabile opportunità 
per dettagliare i meccanismi alla base della tessuto-specificità di queste mutazioni e, 
possibilmente, di indagare se gli effetti delle nostre molecole possano variare a seconda del 
fenotipo delle cellule mutate a cui vengono somministrate. Nell’arco del mio Corso di Dottorato 
ho sviluppato iPSCs a partire da fibroblasti di pazienti portatori della mutazione m.3243A>G con 
percentuali variabili di eteroplasmia e di soggetti di controllo (WT) differenziando le colonie 
ottenute in cellule neuronali staminali, che mantengono i diversi livelli di eteroplasmia. 
I miei prossimi obiettivi sono rappresentati dalla differenziazione delle cellule neuronali 
staminali in neuroni, dall’analisi dettagliata del fenotipo di questi nuovi modelli cellulari e dallo 






6. Materiali e metodi 
 
Tutti gli studi eseguiti sono in accordo con il protocollo della Commissione Etica dell’Università 
di Roma “Sapienza”. 
5.1 Cibridi transmitocondriali portatori di mutazioni nei tRNA mitocondriali 
5.1.1 Allestimento di cibridi   
 
Uno dei modelli cellulari classici per l’analisi delle mutazioni del mtDNA è quello dei cibridi 
transmitocondriali. Queste cellule immortali, quindi facilmente manipolabili sono ottenute dalla 
fusione di citoplasmi (fibroblasti enucleati donatori di mtDNA mutato o wild-type) con cellule di 
osteosarcoma (143B/TK-) private dei propri mtDNA (Rho°) (King e Attardi, 1989). I fibroblasti 
dei pazienti sono stati fatti crescere in dischi da coltura da 35 mm e sottoposti ad enucleazione. 
Il terreno è stato rimosso dai dischi, che sono stati capovolti e messi in tubi da centrifuga 
contenenti 30ml di DMEM, 2ml di FBS, e 0.32 ml di citocalasina B (1mg/ml). I tubi sono stati 
centrifugati a 370 C per 40 minuti a 5800xg. I dischi con i fibroblasti enucleati (citoplasti) sono 
stati lavati con DMEM per rimuovere i residui di citocalasina B. Ai fibroblasti enucleati sono 
state aggiunte le cellule Rho° (1-2x10-6) e lasciate aderire per circa 3 ore. In seguito, i dischi 
sono stati lavati per tre volte con DMEM e ad essi è stata aggiunta una soluzione al 50% di 
polietilenglicole (PEG) per 60 secondi. Questa sostanza essendo altamente tossica viene 
rimossa rapidamente e le cellule dopo essere state lavate per 2-3 volte vengono nutrite con 
terreno permissivo alla crescita di tutte le cellule presenti. Dopo 24 ore, le cellule vengono 
tripsinizzate e piastrate a bassa densità (da un disco da 35 in 15-20 dischi da 100mm), e nutrite 
con un terreno selettivo contenente DMEM, 8% di FBS dializzato, 100μg/ml di 
bromodeossiuridina e puromicina. Le cellule donatrici dei mitocondri (i fibroblasti dei pazienti e 
dei controlli) sono timidina chinasi positive (TK+) e sintetizzano uridina (UR+), le cellule riceventi 
(Rho°) sono TK- e UR-; i cibridi ottenuti dalla fusione vengono selezionati per la loro capacità di 
crescere in assenza di uridina (che seleziona le cellule Rho° non fuse) e in presenza di 
bromodeossiuridina (che seleziona i fibroblasti non enucleati). Le cellule vengono nutrite a 
giorni alterni e, dopo circa 10-14 giorni in terreno selettivo, i cloni cibridi raggiungono una 
grandezza sufficiente da essere visibili ad occhio nudo, ed essere isolati utilizzando anellini di 
diametro pari a 5mm. Per ogni paziente sono stati ottenuti 16-25 cloni stabili, di cui 2-4 sono 
stati scelti per lo studio e caratterizzati. 
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5.1.2 Condizioni di crescita 
 
Le cellule sono state coltivate in DMEM-glutamax con l’aggiunta di 10% FBS, 110 mg/mL sodio 
piruvato e aminoacidi, 100 U/ml penicillina e 100 mg/ml streptomicina (chiamato per 
semplicità DMEM-glucosio), in atmosfera umidificata (5% CO2) a 37°C. Gli esperimenti sono 
stati eseguiti nel medesimo mezzo di coltura oppure in DMEM-glucose free, con l’aggiunta di 5 
mM di galattosio, 10% FBS, 110 mg/mL sodio piruvato e aminoacidi, 100 U/ml penicillina and 
100 mg/ml streptomicina (chiamato DMEM-galattosio) nelle stesse condizioni ambientali. In 
entrambe le condizioni di crescita i cibridi sono stati coltivati con l’aggiunta di 5mM di uridina, 
indispensabili per la crescita di cellule con un deficit biochimico molto grave.  
5.1.3 Analisi di localizzazione cellulare 
 
Le cellule sono state coltivate su piastre specifiche contenenti un vetrino copri-oggetto (Ibidi) e 
dopo 4h dal piastramento sono state incubate con i peptidi. Il giorno successivo, il terreno è 
stato sostituito con un terreno contenete una sonda vitale specifica o per i lisosomi 
(LysoTrackerTM, ThermoFisher Scientific) o per i mitocondri (MitoTracker Red FM, ThermoFisher 
Scientific), ed incubate per 45 minuti a 37°C. Il terreno contenete la sonda è stato rimosso e le 
cellule sono state lavate e mantenute con un terreno specifico per gli studi di fluorescenza 
(FluoroBrite DMEM Media, ThermoFisher Scientific) e sono state poi visualizzate attraverso un 
microscopio a fluorescenza o un microscopio confocale.  
5.1.4 Analisi di tossicità cellulare 
 
Per identificare la concentrazione ottimale dei peptidi ne abbiamo valutato l’effetto tossico 
sulle cellule utilizzando il kit Mitochondrial ToxGlo™ Assay (Promega). 3500 cellule sono state 
piastrate in multiwell da 96 pozzetti; a distanza di 4h dal piastramento sono state incubate con 
tutti e 4 i peptidi a 3 diverse concentrazioni (5µM, 10µM, 20µM). Dopo 24h le cellule sono state 
trattate con un reagente citotossico (20µl di 5X Cytotoxicity Reagent per pozzetto) e incubate 
per 30 minuti a 37°C. A questo punto è stata effettuata una prima misurazione attraverso un 
lettore di piastra (GloMax® Multi, Promega) per calcolare la fluorescenza. Successivamente le 
cellule sono state incubate con un reagente per valutare la produzione di ATP (100µl di 2X ATP 
Detection Reagent per pozzetto) ed in seguito è stata letta la luminescenza con lo stesso lettore 
di piastra. Analizzando le due letture è possibile stabilire se un trattamento risulti non tossico, 
cito-tossico e/o mito-tossico.  
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5.1.5 Curve di crescita 
 
Per valutare la capacità di crescita dei cibridi abbiamo piastrato 30x104 cellule in dischi da 
60mm. Dopo circa 3h ore dal piastramento le cellule sono state incubate con i peptidi e il 
giorno dopo abbiamo sostituito il terreno con DMEM-glucosio e DMEM-galattosio. Il numero di 
cellule vitali (selezionate tramite il marcatore Trypan blue) nelle due condizioni di crescita 
(glucosio e galattosio) è stato contato dopo 24h ed il numero di cellule vive in galattosio è stato 
normalizzato per il numero di cellule vive in glucosio. 
5.1.6 Consumo di ossigeno 
 
Il consumo di ossigeno è stato misurato su 5x106 cellule integre, dopo averle incubate in 
glucosio. Per l’analisi è stato utilizzato l’elettrodo di Clark (Hansatech) mantenendo le cellule in 
DMEM glucose free + 10% NaP a 38°C (Carelli et al, 2002).  
 
5.2 Cellule staminali pluripotenti indotte (iPSCs) da fibroblasti umani 
5.2.1 Generazione di iPSCs 
 
I meccanismi patogenetici alla base dei disturbi mitocondriali rimangono in gran parte 
sconosciuti a causa della mancanza di sistemi modello adatti. La tecnologia delle cellule 
staminali ha aperto nuovi orizzonti grazie alla produzione di cellule staminali pluripotenti 
indotte (iPSCs) da pazienti affetti e la loro differenziazione in differenti tipi di cellule, inclusi, 
neuroni e cardiomiociti.  
Per lo studio abbiamo utilizzato fibroblasti umani derivati da pazienti portatori della mutazione 
m.3243A>G (che causa la sindrome MELAS) o m.8344A>G (che causa il fenotipo MERRF) e da 
soggetti di controllo (WT). I fibroblasti sono stati mantenuti in terreno classico di crescita fino al 
momento della trasfezione.  
Giorno -1: 1x105 fibroblasti sono stati piastrati in dischi da 35mm precedentemente trattati con 
una matrice specifica (Geltrex, Invitrogen) per favorirne l’adesione. Per ogni linea cellulare sono 
stati preparati da 10 a 20 dischi.  
Giorno 0: le cellule sono state transfettate con un kit specifico, Epi5™ Episomal iPSC 
Reprogramming Kit (Invitrogen), contenente 5 differenti vettori di riprogrammazione (Oct4, 
Sox2, Klf4, L-Myc, and Lin28).  
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Giorno 1-15: le cellule sono state mantenute in un terreno specifico (N2B27 addizionato con 
bFGF, Invitrogen) per favorire la formazione di cellule staminali indotte.  
Giorno 16-35: dal 16° giorno il terreno N2B27 è stato sostituito con terreno specifico per la 
crescita ed espansione delle cellule staminali pluripotenti (Essential 8 Medium, Invitrogen). Le 
cellule sono state osservate tutti i giorni fino alla formazione delle prime colonie (intorno al 
giorno 29) che in questo stadio appaiono larghe e compatte. Una volta identificate le colonie, 
queste sono state mantenute in Essential 8 Medium e, una volta raggiunta la confluenza 
desiderata, sono state congelate e/o utilizzate per esperimenti successivi 
5.2.2 Caratterizzazione di iPSCs 
5.2.2.1 Analisi marcatori di pluripotenza mediante immunofluorescenza 
Per l’identificazione delle colonie mature abbiamo effettuato l’analisi dei marcatori di 
pluripotenza mediante immunofluorescenza attraverso l’utilizzo dei markers TRA 1-60 
(marcatore di superficie cellulare positivo per l'identificazione di cellule staminali pluripotenti, 
Invitrogen) e CD44 (marcatore specifico per i fibroblasti, Invitrogen). Una volta identificate, le 
colonie sono state prelevate attraverso l’aiuto di un ago e trasferite in singoli pozzetti di piastre 
multiwell (24-well) precedentemente trattate con la matrice di Geltrex. 
5.2.2.2 Analisi marcatori di pluripotenza mediante PCR 
Raggiunta la confluenza, per ogni colonia è stata eseguita un’analisi dei marcatori di 
pluripotenza mediante PCR.  Le colonie sono state trattate con EDTA 0.5mM (Invitrogren) per 5 
minuti a 37°C per essere staccate dalla matrice. Sono state poi risospese in Essential 8 (Gibco) e 
centrifugate. Il pellet è stato risospeso in 20µl di una soluzione di lisi (Resuspension Buffer e 
Lysis solution, Invitrogen) e denaturato per 10 minuti a 75°C. 3µl di soluzione sono stati 
utilizzati per effettuare la PCR al fine di rivelare la presenza dei vettori di riprogrammazione 
nelle nostre colonie isolate.  I primers utilizzati sono elencati in Tabella 2, le condizioni della PCR 






5.2.2.3 Analisi PCR/RFLP 
Abbiamo verificato i livelli di mutazione delle iPSCs derivate da fibroblasti portatori delle 
mutazioni m.3243A>G e m.8344A>G attraverso l’analisi di RFLP (restriction fragment length 
polymorphism). Per valutare i livelli di mutazione delle colonie di iPSCs ottenute da fibroblasti 
portatori della mutazione m.3243A>G abbiamo usato il test precedentemente descritto (Perli et 
al., 2014) utilizzando la seguente coppia di primers: 5'-TATACCCACACCCACCCAA-3' e 5'-
GCGATTAGAATGGGTACAAT-3'. Dopo la digestione le molecole wild-type vengono tagliate una 
sola volta generando due frammenti di 117 e 37 bp. Il sito mutato 3243 introduce un secondo 
sito di taglio generando tre frammenti di 117, 72 e 45 bp. I frammenti sono stati analizzati 
tramite Agilent 2100 bioanalyzer instrument utilizzando la tecnologia 1000 LabChip kit (Agilent 
Technology). La quantizzazione è stata effettuata tramite il programma ImageJ. 
5.2.2.4 Analisi del DNA mitocondriale 
La presenza di delezioni a carico del mtDNA è stata valutata tramite reazioni PCR con il metodo 
precedentemente descritto (Nishigaki et al., 2004). Il mtDNA è stato amplificato in una serie di 
frammenti parzialmente sovrapposti descritti precedentemente (Tuppen et al., 2010). Il 
sequenziamento con la chimica dei BigDye terminator è stato effettuato tramite il 
sequenziatore automatico AB 3100 XL (Applied Biosystems). Tutte le sequenze sono state 
confrontate con quella di riferimento del mtDNA umano (GenBank accession no. NC012920). 
5.2.2.5 Formazione di teratomi 
Per la formazione dei teratomi 2x105 cellule sono state risospese in 100 µl di PBS e caricate in 
una siringa per iniezione. Ciascun topo nudo ha ricevuto una iniezione sottocutanea su ciascun 
fianco. Dopo circa 6 settimane i tumori cresciuti nel sito di iniezione sono stati raccolti. I noduli 
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sono stati separati dagli altri tessuti, lavati in PBS, fissati con PFA al 4%, inclusi in paraffina e 
colorati con Ematossilina-Eosina. 
5.2.3 Produzione e caratterizzazione di cellule staminali neurali (NSCs) 
 
Il primo passo nella produzione dei neuroni a partire dalle iPSCs è la produzione di precursori 
neurali. Caratterizzate le colonie di iPSCs adeguate al nostro studio, siamo quindi passati alla 
produzione di cellule staminali neurali (NSCs, neural stem cells).  
Giorno -1: le colonie sono state mantenute in Essential 8 Medium fino all’induzione neurale. Il 
giorno prima dell’induzione le cellule staminali pluripotenti indotte sono state piastrate in 
dischi da 35mm in modo da raggiungere una confluenza pari al 25%, il giorno successivo. 
Giorno 0: per favorire l’induzione neurale abbiamo sostituito il terreno specifico per la crescita 
delle iPSCs (Essential 8 Medium) con un terreno specifico per l’induzione (PSC Neural Induction 
Medium, Invitrogen). 
Giorno 1-6: in questi giorni il terreno è stato sostituito quotidianamente e le cellule sono state 
osservate per verificare la morfologia. Non tutte le colonie differenziano in NSCs e, per 
garantire l’uniformità delle colonie, le cellule non neurali sono state eliminate manualmente 
attraverso l’utilizzo di un ago.  
Giorno 7: le cellule hanno raggiunto la confluenza adeguata e vengono suddivise in differenti 
dischi per permettere l’ampliamento.  
Raggiunta la confluenza desiderata le cellule sono state congelate e/o utilizzate per esperimenti 
successivi di caratterizzazione. 
Per caratterizzare le cellule staminali neurali abbiamo effettuato un’analisi immunoistochimica 
utilizzando un kit specifico (Human Neural Stem Cell Immunocytochemistry Kit, Invitrogen). Il 
kit contiene quattro marcatori neurali: Nestina, PAX6, SOX1, and SOX2.  Gli anticorpi sono divisi 
in due combinazioni specifiche; la prima combinazione è composta dagli anticorpi anti-Nestina 
e anti-SOX2, mentre la seconda combinazione è formata dagli anticorpi anti-PAX6 e anti-SOX1. 
5.3 Analisi statistica 
 
I dati rilevati sono espressi come medie ± SEM (errore standard). Per l’analisi statistica è stata 
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